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摘 要:急性髓细胞性白血病(AML)是克隆性造血干的异质性群体对化疗敏感性不同的细胞疾病。其主要的分子发病机理

与细胞遗传学和分子生物学的变化有关。其中遗传异常在疾病的发病机理中起着至关重要的作用,并且可以作为临床的生

物标志物。主要包括疾病诊断、指导治疗、预后判断、评估疗效等种类[1]。在急性髓细胞性白血病(AML)中,多种生物标记物

已经得到临床广泛应用,部分指标在指导患者使用新型药物,进行个体化或精准的治疗,或者减少化疗相关的毒性等方面,都

发挥了重要作用[2-3]。目前的特异性分子指标主要是PML-RARa
 

t(15;
 

17)等融合基因,FLT3-ITD等插入/重复基因,

IDH1/2等点突变,以及 WT-1等过度表达基因。除了上述 WT-1
 

基因外,寻找新的白血病特异性通用型基因是国内外关

注的重点方向之一。为此,我们选择了急性早幼粒细胞白血病细胞株 NB4,在体外进行了全反式维甲酸的诱导分化,通过芯

片差异分析,发现
 

STC-1基因表达升高。本研究在此基础上,采用RT-PCR对该基因的表达水平进行了进一步研究。希

望能够为探讨STC-1基因表达在临床中的价值提供依据。

Absrtact:
 

Acute
 

myeloid
 

leukemia
 

(AML)
 

is
 

a
 

cell
 

disease
 

in
 

which
 

a
 

heterogeneous
 

population
 

of
 

clonal
 

hematopoietic
 

stems
 

has
 

different
 

sensitivity
 

to
 

chemotherapy.
 

The
 

main
 

molecular
 

pathogenesis
 

is
 

related
 

to
 

changes
 

in
 

cytogenetics
 

and
 

molecular
 

biology.
 

Among
 

them,
 

genetic
 

abnormalities
 

play
 

a
 

vital
 

role
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

diseases
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

clinical
 

biomar-

kers.
 

It
 

mainly
 

includes
 

disease
 

diagnosis,
 

guiding
 

treatment,
 

prognostic
 

judgment,
 

and
 

evaluating
 

curative
 

effect
 [1].

 

In
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

(AML),
 

a
 

variety
 

of
 

biomarkers
 

have
 

been
 

widely
 

used
 

clinically,
 

and
 

some
 

indicators
 

play
 

a
 

role
 

in
 

guiding
 

patients
 

to
 

use
 

new
 

drugs,
 

to
 

conduct
 

individualized
 

or
 

precise
 

treatment,
 

or
 

to
 

reduce
 

chemotherapy-related
 

toxicity.
 

Played
 

an
 

important
 

role
 [2,3].

 

The
 

current
 

specific
 

molecular
 

indicators
 

are
 

mainly
 

fusion
 

genes
 

such
 

as
 

PML-RARa
 

t
 

(15;
 

17),
 

in-

sertion/repetition
 

genes
 

such
 

as
 

FLT3-ITD,
 

point
 

mutations
 

such
 

as
 

IDH1/2,
 

and
 

overexpressed
 

genes
 

such
 

as
 

WT-1.
 

In
 

addition
 

to
 

the
 

above-mentioned
 

WT-1
 

gene,
 

finding
 

new
 

leukemia-specific
 

universal
 

genes
 

is
 

one
 

of
 

the
 

key
 

directions
 

at
 

home
 

and
 

abroad.
 

For
 

this
 

reason,
 

we
 

chose
 

the
 

acute
 

promyelocytic
 

leukemia
 

cell
 

line
 

NB4,
 

and
 

conducted
 

all-trans
 

retinoic
 

acid
 

in
 

vitro
 

differentiation.
 

Through
 

chip
 

differential
 

analysis,
 

we
 

found
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

STC-1
 

gene
 

increased.
 

On
 

this
 

basis,
 

this
 

study
 

used
 

RT-PCR
 

to
 

further
 

study
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

this
 

gene.
 

Hope
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

exploring
 

the
 

value
 

of
 

STC-1
 

gene
 

expression
 

in
 

clinical.
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1 材料与方法

1.1 细胞株培养与诱导分化

本研究选用的急性早幼粒细胞株为 NB4细胞,来源于

中国医学科学院细胞库,实验室进行常规细胞传代培养,液

氮冻存。需要实验时,按照细胞常规复苏的方法进行复苏,

以含10%
 

FBS
 

RPMI
 

1640,37
 

℃,5%
 

CO2条件下培养。按

照0.5μmol/L浓度的ATRA进行体外培养。观察诱导分化

后细胞形态、生长密度变化,流式细胞仪检测CD11b分化抗

原变化。

1.2 基因组RNA提取
 

收集生长至指数生长期的各组细胞1×106个以上,PBS
洗涤2次,TRIzol法抽提总 RNA。微量分光光度仪 Nano-

Drop
 

2000检测所抽提RNA的浓度和纯度,
 

A260/A280介

于1.8-2.0之间,且浓度大于100
 

ng/μL的样品为合格样

品,将合格样品的浓度调整为100
 

ng/μL,置于-20℃保存备

用。另外,Ficoll法 分 离 健 康 人 外 周 血 中 的 白 细 胞,提

取RNA。

1.3 RT-PCR对照检测与验证

(1)
 

RT-PCR实验,按照上述实验方法与步骤进行。

STC-1
 

PCR引物1见表6中序列进行。STC-1
 

RT-PCR
引物2按照表7序列执行。筑巢式RT-PCR检测AML患

者STC-1:STC-1引 物:F:
 

GTGGCGGCCCAAAACT-

CAGCTGAA; R:
 

TTATGCACTCTCATGGGATGT-

GCGTT;
 

分子大小645
 

bp。

(2)PCR产物分析:用于第一次PCR的反应混合物的最

终体积为50
 

μl,包括2μl
 

cDNA,2.5U
 

Taq
 

DNA 聚 合 酶

(Toyobo,Tokyo),1×PCR缓冲液(10mM
 

Tris-HCl(pH8.

3),50
 

mM
 

KCl),1.5
 

mM
 

MgCl
 

2,
 

0.2
 

mM
 

dNTP和0.

5mM各引物。
 

通过使用 DNA热循环仪(Astec
 

PC-700,

Fukuoka)将该混合物在94℃下进行1个25分钟的放大,

65℃下2分钟和72℃下3分钟的扩增。
 

使用2μl第一轮产物

作为模板,以与第一次PCR相同的程序进行第二次PCR。

第二次扩增的PCR产物在1.5%琼脂糖凝胶上电泳,并用

UV光作为单一条带确认645bp用溴化乙锭染色。

1.4 统计学分析

SPSS
 

17.0软件处理数据,均值按照X±S表示,组间比

较采用t-检验,相关性分析采用Pearson相关回归法,P<

0.05表示有统计学意义。

2 结果

2.1 NB4白血病细胞诱导分化后的增值和分化水

平变化

为了进一步验证STC-1在白血病细胞异常增殖和分

化障碍中的作用,以及细胞分化后的变化特点,我们体外进

行了ATAR诱导NB4细胞分化和增值抑制的模型建立,并

检测了该基因在分化过程中的变化。结果表明 NB4
 

细胞经

过ATRA的诱导分化后,NB4
 

细胞出现杆状核或分叶核等

较成熟粒系细胞形态特点,同时表现为CD11b分化抗原表

达升高(图1)。

图1 ATRA诱导白血病NB4细胞分化模型的建立

A:
 

ATRA诱导NB4
 

细胞前后细胞分化形态学观察;B:
 

ATRA诱导NB4
 

细胞前后细胞分化抗原CD11b表达变化;

C:
 

ATRA诱导NB4
 

细胞前后细胞增值密度观察;D:ATRA
诱导NB4

 

细胞前后细胞增值水平变化。

2.2 RNA鉴定

取上述RNA样品,紫外分光光度仪测定 OD260
 

nm和

OD280
 

nm的OD值。结果表明它们比值在1.8-2.0,RNA
符合LAMP及PCR方法的要求。

2.3 PCR方法检测STC-1基因的表达

采用
 

RT-PCR方法,在NB4细胞中检测STC-1基因

的表达。见图2所示,白血病NB4细胞株体外诱导分化72h
后STC-1基因出现表达降低现象。

图2 ATRA诱导白血病 NB4细胞分化后STC-1基

因表达水平变化

3 讨论
目前,临床疾病的生物标志物研究是国内外学者关注的

重点和难点。主要包括疾病诊断、指导治疗、预后判断、评估

疗效等种类[1]。在急性髓细胞性白血病(AML)中,多种生

物标记物已经得到临床广泛应用,部分指标在指导患者使用

新型药物,进行个体化或精准的治疗,或者减少化疗相关的

毒性等方面,都发挥了重要作用[2,3]。白血病患者在达到完

全缓解(CR)后,最小可测量的残留量疾病(MRD)是公认的

复发危险因素,(下转第14页)
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(上接第10页)被认为是广泛的预测性生物标志物,可用于

指导患者的治疗[4,5]。目前 RT-qPCR和实时定量 PCR

(RT-qPCR)主要用于检测特异性嵌合融合基因,通用型基

因主要以RT-PCR
 

检测 WT-1[6]为主。需要进一步发掘

新的通用型特异性基因。

我们选择了急性早幼粒细胞白血病细胞株NB4,在体外

进行了全反式维甲酸的诱导分化,首先通过芯片差异分析,

发现
 

STC-1基因表达升高。本研究在此基础上,采用RT

-PCR对该基因的表达水平进行了进一步研究,结果表明

ATRA诱导NB4细胞后,细胞增值水平受到抑制,而分化水

平升高,表现为成熟分化形态表现,分化抗原CD11b升高。

同时证实,
 

STC-1基因表达水平明显降低,提示该基因有

可能成为临床检测微小残留病的重要生物学指标。
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